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S (54) Title: USE OF SPECIFIC INHIBITORS OF TYROSINE KINASES FOR IMMUNOMODULATION 

= (54) Titre : UTILISATION D'lNHIBITEURS SPECIFIQUES DE TYROSINE KINASES POUR L'IMMUNOMODULATION 

fNl (57) Abstract: The invention relates to the use of inhibitors of tyrosine kinases for immunomodulation, i.e. for regulation of the 
activity of immune cells in patients. The invention more particularly relates to the use of S{>ecific inhibitors of tyrosine kinases in the 
preparation of a composition for preventing or u^eating viral infections sensitive NK tumors, immune diseases and/or septic shock in 

^ mammals. Said inhibitors question are more particularly inhibitors of tyrosine kinases c-abl (bcr/abl), c-kil and /or tyrosine kinase 
associated with the PDGF receptor. The invention also relates to compositions comprising one such inhibitor, combined with other 
active agents, i.e. agents which can potentiate the inhibiting effect. The invention can be used in a preventative or curative manner, 
in vivo ou ex -vivo. 



(57) Abrege : L'invention conceme ]*uti]isation d'inhibiteurs de tyrosine kinases pour Pimmunomodulation, nolamment'pour r6gu- 
ler Tactivit^ de cellules immunitaires chez des patients. Elle conceme plus particulierement I'utilisation d'inhibiteurs sp^ifiques de" 
tyrosine kinases pour la preparation d'une composition destin^e ^ la prevention ou au traitement d'infections virales, de tumeurs NK 
sensibles, de maladies immunitaires et/ou du choc septique chez un mammifere. Les inhibiteurs concem^es sont plus particuliere- 
ment des inhibiteurs des tyrosine kinases c-abl (bcr/abl), c-kit el /ou de la tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF. L'invention 
decrit ^galement des compositions comprenant un tel inhibiteur, en combinaison avec d'autres agents actifs, notamment des agents 
^ capables de potentialiser I'effet de Tinhibileur ^invention est utilisable de maniere preventive ou curative, in vivo ou ex-vjvo. 
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UTILISATION DMNHIBITEURS SPECIFIQUES DE TYROSINE KINASES 
POUR L'IMMUNOMODULATION. 



5 L'mvention concerne rutilisation d'lnhibiteurs de tyrosine kinases pour 
rimmunomodulation, notamment pour reguler I'activite de cellules immunitaires 
Chez des patients. Elle concerne plus particulierement Tutilisation d'inhlbiteurs 
speciflques de tyrosine kinases pour la preparation d'une composition destinee 
a la prevention ou au traitement d'infections virales, de tunneurs NK sensibles, 

10 de maladies immunitaires et/ou du choc septique chez un mammifere, Les 
inhibiteurs concernes sont plus particulierement des inhibiteurs des tyrosine 
kinases c-abi (bcr/abi), c-kit et/ou de la tyrosine kinase associee au recepteur du 
PDGF. Uinvention decrit egalement des compositions comprenant un tel 
inhibiteur, en combinaison avec d'autres agents actifs, notamment des agents 

15 capables de potentialiser I'effet de I'itlHIBiteur. L'invention est utilisable de 
maniere preventive ou curative, in vivo ou ex vivo. 

Les tyrosine kinases sont des enzymes cles du controle positif de la 
multiplication cellulaire. Frequemment, des mutations de proto-oncogenes en 

20 oncogenes sont dues justement a des mutations du domaine kinase rendant 
Tactivite tyrosine kinase constitutive et non regulable. C'est notoirement le cas 
dans la Leucemie MyeloTde chronique (LMC), ou la translocation (9;22) aboutit a 
I'expression d'une proteine de fusion bcr-abi qui possede une activite tyrosine 
kinase permanente. II a ete clairement demontre que cette activite tyrosine 

25 kinase constitutive est le primum movens de la LMC. 

Dans les tumeurs stromales gastro-intestinales (g]sT), tumeurs originaires de la 
cellule interstitielle de Cajal (GD34+, c-kit+, desmin-. S-100-), des mutations au 
niveau du proto-oncogene c-kit (21-88% mutations ponctuelles ou deletions au 
30 niveau du domaine juxtamembranaire -exon 11>exon 9 ou 13-) sont egalement 
responsables de la pathogenie moleculaire (Hirota S, Science 279 (1998) 577, 
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Miettinen M, Human Pathol 30 (1999) 1213). Ces mutations entrainent 
I'activation constitutive de c-kit, independante du ligand SCF. 

Compte tenu du role des tyrosine kinases dans le controle de la multiplication 
5 cellulaire, et de la mise en evidence de cancers lies a la presence d'une 
mutation dans ces proteines, 11 a ete propose d'utlliser des inhibiteurs 
specifiques de ces enzymes dans le traitement de ces cancers particullers. 
Notamment, 11 a ete propose d'utillser des inhibiteurs specifiques des tyrosine 
kinases c-kit ou c-abi pour traitor les tumeurs presentant une mutation dans les 
10 genes corres'pondants (CML, GIST). 

L'inhibiteur le mieux caracterise est le STI571 (Novartis), egalement designe 
Gleevec, Glivec ou Imatinib Mesylate. Le STI571 (ST! pour « Signal 
Transduction Inhibitor ») est un compose inhibiteur selectif de certaines 
15 proteines tyrosine kinases : recepteur du PDGF, ABL tyrosine kinases (p210, 
p185, p190) et c-kit (CD117, recepteur du SCF) (Buchdunger E, J Pharmacol 
Exp Ther 295 (2000) 139 ; Druker BJ, Nat Med. 2 (1996) 561 ; Heinrich MC. 
Blood 96 (2000) 925). Ce compose agirait sur les m6canismes de la 
transduction du signal. 

20 

Le STI571 est indique dans le traitement de la Leucemie Myelo'fde Chronique 
(LMC) a chromosome Philadelphie positif en crise blastique, en phase acceleree 
ou en phase chronique, en particuller chez des patients Intolerants, refractaires 
ou en echec au traitement par interferon alfa. Dans la LMC, le STI571 agit en 
25 bloquant la fixation de I'ATP sur la tyrosine kinase bcr/abi, inhibant ainsi son 
activite de phosphorylation du substrat principal CRKL. Cette action inhibitrice 
repose sur une competition avec TATP au niveau de la poche de liaison de la 
proteine avec ce dernier. 

30 Les phases I et II du STI571 dans les GIST (van Oosterom, Lancet 358 (2001) 
1421 ; Joensuu H, N Engl. J. Med. 344 (2001) 1052) ont aussi montre plus de 
50% de reponses cliniques objectives, dont certaines spectaculaires dans leur 
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rapldite d'installation. Contrairement au modele de la LMC. dans le GIST, on ne 
connaTt paste site d'actionmolecu!aireduSTI571. ' > : ' 

Le STI 571 a egalement d6montre in vitro une activite inhibltrice vis-a-vis de 
; tyrosines kinases autres que celles des proteines de la famille abl. notamment 
vis-a-vis de celles de c-Kit et du PDGF. Kit est un r^cepteur de facteur de 
croissance dont un ligand est le « Stem Cell Factor » (SCF) ou facteur Steel, et 
possede un role capital dans la multiplication de la diff^renciation des 
precurseurs precoces hematopoietiques. 

0 

La presente demands resulte de la mise en evidence de proprietes immuno- 
modulatrices particulierement remarquables et inattendues des inhibiteurs de 
tyrosine kinases. La presente demande montre en particulier que. de maniere 
surprenante. des inhibiteurs specifiques de tyrosine kinase, tels le STI571, sont 
15 capables d'aglr sur Tactivite des cellules dendritiques. et de modifier leurs 
propriet§s. L'invention montre notamment que de tels composes permettent de 
moduler I'activite des cellules dendritiques immatures pour Induire I'activation de 
cellules NK. in vitro et in vivo. L'invention montre aussi que de tels composes 
sont 6galement capables d'inhiber la maturation des cellules dendritiques 
20 indurte par le LPS et, de ce fait, de limiter la reponse inflammatolre. Ces 
resultats sont totatement inattendus dans la mesure oCi aucune activite 
immunomodulatrice pour de tels inhibiteurs n^avalt et6 envisages 
anterieurement. Cette activite est egalement tres surprenante puisqu'elle est 
effective sur des cellules ne presentant pas necessairement une mutation dans 
25 un recepteur associe a une tyrosine kinase. Cette activite est egalement 
surprenante de par son amplitude, pulsque, comme cela est illustre dans les 
exemples, rutilisation in vivo de tels composes permet d'aboutir a une activation 
des cellules NK chez 30 a 56% des malades atteints de GIST. 

30 La mise en evidence des propri6tes immuno-modulatrices de ces inhibiteurs 
specifiques ouvre de nouveltes applications therapeutiques non envisagees 
jusqu'a present pour ces composes, et permet egatement de potentialiser ou 



wo 2004/026311 PCT/FR2003/002744 

. 4 I 

optimiser leurs proprietes. En particulier, les nouvelles proprietes biologiques 
de ces inhibiteurs permettent, pour la premiere fois, d'envisager leur utilisation 
pour traiter de multiples cancers sensibles aux NK, des cancers devenus 
secondairement resistants aux STI571, de traiter des cancers qui ne comportent 
5 pas la mutation c-abi, c-kit ou PDGF-R, de traiter des maladies infectieuses ou 
de reduire rinflammation. En montrant Taction des inhibiteurs sur les cellules 
dendritiques, Tinvention permet egalement de potentialiser fortement Teffet 
therapeutique de ces composes en les combinant par exemple a des facteurs 
de croissance des cellules dendritiques. 

10 

La presente invention offre done de nouvelles approches efficaces dans le 
traitement de cancers, maladies infectieuses ou immunes, basees sur une 
modulation originale et efficace de la reponse immune. 

15 Un premier objet de I'invention reside ainsi dans Tutilisation d'un inhibiteur 
specifique de tyrosine kinase pour moduler Tactivite de cellules dendritiques in 
vivo, ex vivo ou In vitro, notamment dans Tutilisation d'un inhibiteur des tyrosine 
kinases c-abi, bcr/abi, c-kit et/ou de la tyrosine kinase associee au recepteur du 
PDGF, pour la preparation d'une composition destlnee a moduler Tactlvite des 

20 cellules dendritiques chez un mammifere. 

Un autre objet de I'invention reside dans Tutilisation d'un inhibiteur specifique de 
tyrosine kinase pour stimuler I'activite de cellules NK in vivo, in vitro ou ex vivo. 

25 Un autre objet de Tinvention reside dans Tutijisation d'un inhibiteur specifique de 
tyrosine kinase pour le traitement prophylactique ou curatif de tumours ou 
d'infections virales, notamment de tumeurs NK sensibles. 

Un autre objet de I'invention reside dans Tutilisation d'un inhibiteur specifique de 
30 tyrosine kinase pour augmenter Tactivite NK chez des patients atteints de 
cancer ou d'infection virale. 
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un autre objet de Tinvention reside dans Putilisation d'un inhibiteur specifique 
de tyrosine kinase pour reduire la.r^ponse inflammatoire. notamment chez des 
sujets atteints de pathologies inflammatoires chroniques ou de maladies 
autoimmunes. 

un autre objet de I'invention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur specifique de 
tyrosine kinase pour favoriser la GVL lors de greffes allogeniques. 

L-invention concerne egalement des methodes de traitement prophylactique ou 
curatif de pathologies cancereuses, infectieuses, immunes ou inflammatoires. 
comprenant I'administration a un patient (i) d'un inhibiteur specifique de tyrosine 
kinase, seul ou en association avec un ou plusieurs autres principes actifs. ou 
(ii) de cellules dendritiques (de preference autologues) trait6es avec un tel 



compose. 



15 



20 



25 



30 



Uinvention conceme aussi une methode pour moduler Tactivite de cellules 
dendritiques chez un patient, comprenant radministration. audit patient, d'une 
quantite efficace d'un inhibiteur specifique de tyrosine kinase. 

Uinvention conceme aussLyne .m6thpde pour stimuler I'activite de cellules NK 
Chez un patient, comprenant I'administration. audit patient, d'une quantite 
efficace d'un inhibiteur specifique de tyrosine kinase ou de cellules dendritiques 
traitees par un tel inhibiteur. 

L'inhibiteur de tyrosine kinase peut etre utilise seul ou, de preference, combine a 
un agent potentialisant. cet egard. I'invention conceme egalement une 
-^^r^j^tl^omprenam un inhibiteur specifique de tyrosine kinases et un agent 
potentialisant. choisi de preference parmi un facteur de croissance des cellules 
dendritiques et un facteur de (co-)stimulation des cellules NK. 

Elle concerne egalement une composition comprenant des cellules dendritiques. 
notamment immatures. traitees par un inhibiteur specifique de tyrosine kinase. 
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\ \ 7. 

Elle concerne egalement une association therapeutique ehtre un inhibiteur 
specifique de tyrosine J^inases et un agent potentialisant. choisi jde preference 
parmi un facteur de croissance des cellules dendritiques et un facteur de (co- 
S )stimuldtion des cellules NK, en vue d'une utilisation separee, simultanee ou 
espacee dans le temps. 

Elle concerne par ailleurs une trousse comprenant uh inhibiteur specifique de 
tyrosine kinases et un agent stimulant la production de cellules dendritiques. 

10 

L'invention peut etre utilisee dans les domaines de Timmunologie, 
rimmunotherapie ou de la biotechnologie medicale. Comme indique ci-apres, 
rutilisation de ces inhibiteurs en tant qu'agents immuno-modulateurs est variee. 
lis trouvent des applications a la fois in vitro, ex vivo et in vivo, pour controler 
15 Tactivite des cellules dendritiques ou des cellules NK, pour reguler la reponse 
immune ou inflammatoire dans differents contextes pathologiques. L'invention 
est utilisable chez tous les mammiferes, en particulier chez Tetre humain, m§me 
si un usage chez I'animal est egalement possible. Le terme « traitement » 
designe le traitement preventif ou curatlf. 

20 

Inhibiteurs specifiques de tyrosine kinase 

La presente demande concerne done I'utilisation d'inhibiteurs specifiques de 
tyrosine kinase comme immuno-modulateurs. Au sens de Tinvention, on entend 
25 par inhibiteurs specifiques de tyrosine kinase des composes capables d'inhiber 

preferentiellement Tactivite des tyrosine kinases c-abi, bcr/abi, c-kit et/ou de la 

tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF. 

L'inhibition peut etre partielle ou totale. 11 peut s'agir de composes capables 
30 d'inhiber Tactivite de la forme mutee des tyrosines kinases identifiees ci-dessus, 
et notamment la forme mutee active de maniere constitutive, ou bien d'inhiber la 
forme non mutee ou surexprimee dans des cellules « normales non 
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transformees » comme les cellules dendritiques. Les composes sont de 
preference sans effet substantlel direct sur d'autres tyrosine kinases. 

Les composes Inhibiteurs preferes de Tinvention sont des molecules chimiques 
5 de la famine des pyrimidines. tels que les composes d§crits dans les demandes 
ou brevets n" WO01/64200, WO99/03854. EP 0564 409 et US 6.258,812. II peut 
egalement s'agir des composes pyrido[2-3a]-pyrimidine d§crits par Wisniewski 
D. et al. (Cancer. Res. 62 (2002) 4244). 

10 Un inhibiteur prefere est un compose de la famille des 2- 
phenylaminopyrimidlnes. tel que le compose STI571 ou tout derive ou analogue 
de celui-cl. 

Le STI571 est un inhibiteur specifique des prot6ines tyrosine kinases 
15 mentionnees cl-avant. sans effet substantiel sur le r6cepteur de I'EGF, FLTI et 
FLT3. La demi-vie du STI571 est de 16 heures chez I'homme. et ce compos6 
est metabolise par le cytochrome P450 (CYP3A4. CYP2D6). Ce compos6 est 
globalement bien toler6 par Thomme. 

20 D'autres inhibiteurs specifiques des tyrosine kinases peuvent etre utilises dans 
le cadre de I'invention. meme si on prefere ceux ayant une activlte selective 
pour les tyrosine kinases c-abi, bcr/abl, c-kit et/ou associee au r^cepteur du 
PDGF. De meme, des inhibiteurs peuvent etre identifies ou selectionn§s in vitro 
ou en tests cellulaires, en mesurant la liaison ou factlvite de composes test sur 

25 la tyrosine kinase isolee ou une cellule la contenant. 

Un autre exemple d'inhibiteur est le compose AB1003 ou tout derive (e.g., par 
substitution) de celui-ci. tels que decrits dans la demande n° US60/400064. La 
formula du compos6 AB1003 [2-(2-methyl-5-amino)phenyl-4-(3-pyridyl)-thiazole] 

30 est representee ci-dessous : 
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Activation des Cellules NK - Production de cellules DAK (« DC-Activated 
10 Killer ») et effets therapeutiques 

Un objet particulier de Tinvention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur 
specifique de tyrosine kinase pour la preparation d'une composition destinee a 
activer les cellules NK d'un sujet. L'invention montre en effet que de tels 
15 composes sont capables d'augmenter la fonction NK chez des patients, in vivo, 
conduisant a une action anti-tumorale ou anti-infectieuse puissante. L'invention 
montre que cette augmentation est liee a une modulation des cellules 
dendritiques, leur conferant la capacite d'activer les cellules NK. 

20 — Les-~Gellule&- tueuses naturelles (« cellules NK ») sont une population de 
lymphocytes qui representent une llgne de defense tres precoce centre les virus 
et les cellules tumorales. Les cellules NK peuvent etre caract6risees par la 
presence des marqueurs CD56 et CD16, et par Tabsence du marqueur CDS. 
Les cellules NK ont notamment ete impliquees dans I'immunite antl-tumorale 

25 non specifique d'antigenes, pour la prevention d'etablissement de tumours 

primitives o u me tastatiques chez I'hote immunocompetent ou immunosupprime. 

Les cellules NK semblent en particulier avoir un role clef centre les cellules 
tumorales ou les variants CMH classe I negatifs. Le role des cellules NK dans 
rimmunosurveillance anti-tumorale a ete largement documente, chez la sourls 

30 (DIefenbach, Nature 413 (2001) 165) comme chez Thomme (A. Velardi, Science 
2002). Le role des cellules NK dans la prevention des infections virales est 
egalement tres documente, notamment pour les virus du groupe des Herpes 
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Viridae (C. Biron, N.EnglJ.Med. 320 (1989) 1731 ; Welsch et al.. J. Exp. Med. 
2001). ) 

En raison de leurs propriet§s cytotoxiques non-specifiques d'antigene et de leur 
5 efficacite. les cellules NK constituent done une population de cellules effectrices 
particulierement interessante pour le d6veloppement d'approches 
d'immunotherapie adoptive des cancers ou des maladies infectieuses. A cet 
egard, dans certaines indications comme les patients porteurs de lymphomes 
malins intensifies, I'administration de cellules NK associees a de faibles doses 
10 d'IL-2 a donne des resultats prometteurs en situation adjuvante. Les cellules NK 

ont egalement ete utilisees pour le traitement experimental de differents types 

de tumeurs et certaines etudes cliniques ont ete initiees (Kuppen et al. Int. J. 

Cancer. 56 (1994) 574; Lister et al., Clin. Cancer Res. 1 (1995) 607; 

Rosenberg et al., N. Engl. J. Med. 316 (1987) 889). II a egalement ete montr6 
1 5 que les cellules NK favorisent la GVL dans les greffes de moelle allogenique. En 

outre, ces cellules peuvent 6galement etre utilisees in vitro pour la lyse non 

sp6cifique de cellules n'exprimant pas de molecules du CMH de classe-l et, plus 

g§neralement, de toute cellule sensible aux cellules NK. 

20 La possibilite d'activer in vivo les cellules NK d'un patient offre done de multiples 
avantages et applications tiierapeutiques. 

Les methodologies d'activation des cellules NK d6crites dans Tart anterieur sont 
essentiellement dependantes de rutilisation de cytokines. Les cellules NK sont 

25 activables par des cytokines in vitro ou en administration systemique in vivo (IL- 
2, lL-12, IFN type I ou 11, lL-15 en association ou non avec IL-lb, IL-18, lL-21 ou 
des chemokines). Cependant, le role physiopathologique de ces cytokines pour 
I'activation NK in vivo n'a jamais ete demontre. De plus, I'application cllnique 
des cytokines est limitee, notamment en raison des couts de preparation de ces 

30 dernleres, du caractdre toxique de nombre d'entre elles, qui ne peuvent etre 
utilisees dans des applications in vivo, ou encore du caractere non specifique de 
nombreuses cytokines, dont I'emploi in vivo risque de s'accompagner de 
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nombreux effets indesirables. En outre, la fonction « natural kiljing.» etant 
souvent alteree chez les patients porteurs de tumeurs, la possibilite de prelever 
COS cellules en vue de leur activation ex vivo peut etre congiderablement 
reduite. 

5 

Les inventeurs ont precedemment demontre que les cellules dendritiques (CD) 
etaient des cellules electivement capables d'activer les cellules NK in vitro et in 
vivo, conduisant a des effets antl-tumoraux (WO99/45102, Fernandez et al. Eur. 
Cyt. Net, 13 (2002) 17-27 ; Zitvogel L . JEM 195 (2002) F9-14). 

10 

Les inventeurs ont maintenant decouvert que, de maniere surprenante, les 
inhibiteurs specifiques de Tyrosine Kinases, tels le STI571, induisent in vivo ou 
in vitro, une modification phenotypique des cellules dendritiques qui leur confere 
le pouvoir d'activer des cellules NK. Dans ce cadre, les inventeurs ont 

15 notamment mis en evidence que Tadministration a un mammifere d'un inhibiteur 
specifique de tyrosine kinase induit une augmentation tres prononcee de la 
fonction et de Tactivite des cellules NK. lis ont par ailleurs observe que des 
inhibiteurs de tyrosine kinases, de type STI571, sont capables d'activer les 
fonctions NK chez des patients porteurs de GIST. Ainsi, chez des patients GIST 

20 traites par le STI571, les cellules NK sont activees chez 30 a 56% des patients 
et ces donnees blologiques d'activation des NK semblent correler avec les 
reponses cliniques obtenues sous STI571 (avec notamment, aucune resistance 
primaire au STI571 chez les repondeurs blologiques). Ces resultats demontrent 
done, in vivo, chez I'homme, que des inhibiteurs de tyrosine kinases, tels que le 

25 ST1571, presentent des activites immunomodulatrices en plus de leurs fonctions 

inhibitrices des activites tyrosine kinase deja decrites. 

Ces resultats permettent done d'elargir les applications therapeutiques de ces 
molecules et d'optimiser leurs effets. 

30 

La presente invention concerne ainsi Tutilisation d'un inhibiteur specifique de 
tyrosine kinase pour la preparation d'une composition destinee a augmenter 
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ractivit6 NK Chez des patients atteints de cancer ou d'infection (virale. 
bacterienne ou parasitaire). 

Un objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur 
5 specifique de tyrosine Icinase c-abl. bcr/abl. c-kit et/ou associee au recepteur du 
PDGF pour la preparation d'une composition destinee § la prevention ou au 
traitement des infections, notamment virales. 

Un autre objet particulier de Tinvention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur 
10 specifique de tyrosine kinase c-abl, bcr/abl. c-kit et/ou associee au recepteur du 
PDGF pour la preparation d'une composition destinee a la prevention ou au 
traitement des tumeurs NK sensibles non liees a une mutation constitutive dans 
une tyrosine kinase, ou resistantes au STI571. 

15 Elle concerne 6galement I'utilisation d'un inhibiteur specifique de tyrosine kinase 
pour la preparation d'une composition destinee a induire chez un mammifere 
une modification ph§notypique des cellules dendritiques et permettre ou 
augmenter I'activation des cellules NK. 

Elle conceme par ailleurs une methode pour induire une modification 
phenotypique des cellules dendritiques et/ou pour activer les cellules NK, 
comprenant la mise en contact in vitro, in vivo ou ex vivo de cellules 
dendritiques, seules ou co-cultivees avec des cellules NK, avec un inhibiteur de 
tyrosine kinase c-abl. bcr/abl. c-kit et/ou associee au recepteur du PDGF. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement preventif ou curatif 
d'un patient atteint d'un cancer ou d'une infection virale, comprenant 
radministration d'une quantity d'inhibiteur specifique de tyrosine kinase efficace 
pour activer la fonction NK chez le patient. 

L'invention conceme par ailleurs une methode pour activer les cellules NK chez 
un sujet. comprenant I'administration au sujet d'un inhibiteur de tyrosine kinases 
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c-abi, bcr/abi, c-kit et/ou de la tyrosine kinase associee au rec^pteur du PDGF. 
Le sujet est de preference un etre humain mais il peut egalement s'agir d*un 
animal. 

5 L'invention peut etre utilisee egalement pour augmenter la survie de populations 
lymphocytaires NK, in vitro, ex vivo ou in vivo, ainsi que pour augmenter, le cas 
echeant, la proliferation de sous-population(s) lymphocytaire(s) NK. 

Pour la mise en oeuvre de Tinvention. I'inhibiteur specifique de tyrosine kinase 
10 peut etre utilise seuL Neanmoins, dans une variante preferee et particulierement 
efficace, Tinhibiteur est utilise de fagon combinee a un autre agent actif. Get 
agent actif peut etre de natures diverses, mais il s'agit preferentiellement d'un 
agent potentialisant Taction de Tinhibiteur, comme notamment un facteur de 
croissance des cellules dendritiques ou un facteur de (cO")stimuIation des 
15 cellules NK. En effet, Tinvention montre que des inhibiteurs specifiques de 
tyrosine kinase peuvent permettre de stimuler in vivo la fonction NK chez des 
sujets, et que cette stimulation implique une modification phenotypique des 
cellules dendritiques. En combinant plusieurs agents actifs sur la production, sur 
la modification des cellules dendritiques et/ou sur Tactivation des NK, un effet 
20 biologique plus puissant peut done etre obtenu. En particuiier, en combinant un 
facteur de croissance des cellules dendritiques et un inhibiteur selon Tinvention, 
il est possible de produire une stimulation des fonctions NK suffisante pour 
obtenir un effet therapeutlque, meme vis-a-vis de celluleis pathologiques 
resistantes a Taction de Tinhibiteur seuL 

25 

Dans une variante preferee d Tinvention, on utilise done un inhibiteur tel que 
defini ci-dessus en combinaison avec un agent potentialisant. Le terme 
« combinaison » indique que les deux agents peuvent etre utilises de maniere 
simultanee ou espacee dans le temps, dans la mesure ou leurs effets 
30 biologiques sont combines in vivo. Les agents peuvent done etre conditionnes 
simultanement ou de maniere separee, et administres de maniere concomitante 
ou deealee dans le temps. 
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Dans un premier mode de realisation, I'agent potentialisant est capable 
d'amplifier les cellules dendritiques. c'est-a-dire d'augmenter leur differentiation, 
leur croissance ou leur activlte. II s'agit pr6f6rentlellement d'un facteur de 

5 croissance des cellules dendritiques. avantageusement choisi parmi le 
FltSLigand (« Flt3L ») d6crit par Lyman S.D. et al. (Blood 83 (1994) 2795-2801) 
et par Maraskovsky E. et al. (J. Exp. Med. 184 (1996) 1953-1962). le GM-CSF, 
l'interleukine-4. rinterleukine-13 et leurs derives ou analogues. II peut s'agir 
notamment de la progenipoietine (ProGP4. molecule de fusion entre le G-CSF 

10 et le Flt3L), d'une fusion GM-CSF/lL-4. etc. Cet agent peut etre utilise de fagon 
simultanee ou decalee dans le temps par rapport a rinhibiteur des tyrosines 
kinases. 

Dans un autre mode de realisation. Tagent potentialisant est un facteur de co- 
15 stimulation des cellules NK. et notamment toute lymphokine ou cytokine 
susceptible d'activer ou de favoriser I'activation des cellules NK. On peut citer 
par exemple riL-2, l'lL-12. riL-15. 1'interferon de type I. etc. 

Dans un mode de realisation partlculier. on utilise un inhibiteur tel que defini ci- 
20 dessus en comblnaison avec un facteur de croissance des cellules dendritiques 
et/ou un facteur de co-stimulation des cellules NK. Une combinaison 
partlculierement pref6r6e comprend rinhibiteur et le Flt3L (ou un variant ou 
analogue de celui-ci). 

25 A cet egard, un autre objet de I'invention reside 6galement dans une 
composition comprenant u n inhibit eur specifique de tyrosine kinase tel que 

difirnd^d^^ilii^^^^ preference parmi un facteur 

de croissance des cellules dendritiques et un facteur de co-stimulation des 
cellules NK. L'agent potentialisant est choisi a titre specifique parmi les 

30 cytokines ou lymphokines activant les cellules NK ou parmi le Fit 3L. le GM- 
CSF. riL-4, rtL-13 et leurs derives ou analogues (ProGP4. GM/lL-4). 



wo 2004/026311 PCT/FR2003/002744 

14 I 

V 

Les compositions selon Tinvention peuvent naturellement comprendre en outre 
tout vehicule ou exciplent acceptable sur le plan pharmaceutique, tel que des 
solutes isotoniques, taraponnes des solutions salines, agents stabilisants, etc. 

5 Les applications des compositions et m^thodes de Tinvention sont nombreuses, 
de par le spectre d'action large des cellules NK. Elles incluent preferentlellement 
le traitement prophylactique ou curatif de differentes pathologies telles que les 
cancers ou les maladies infectieuses, notamment d'origine virale ou resultant 
d'autres pathogenes, et les immunodeficiences congenitales NK ou apparent6es 

10 (deficits imm'unitaires conduisant a une mutation dans le gene IFNy-R, IL- 
12R...). 

Pour les applications dans le domaine du traitement des cancers, les 
compositions ou methodes selon Tinvention sont en particulier utilisables pour 

15 retarder ou supprimer la croissance de tumours, induire une regression de la 
taille des tumours, ralentir ou prevenir la formation de metastases, etc., 
notamment des tumours exprimant faiblement des molecules de classe I du 
CMH ou possedant des ligands pour des recepteurs activateurs de NK ou 
d'autres cellules pathologiques. Elles permettent egalement de prevenir 

20 Tetablissement de tumours primitives ou m6tastatiques chez un mammifere 
immunocompetent ou immunosupprime pour les fonctions lymphocytaires T. 

L'invention peut etre utilisee pour prevenir ou traitor toute tumour NK sensible, 
notamment cellos choisies parmi les carcinomes, les melanomes, les leucemies, 
25 les tymphomes et les sarcomes. L'invention est particulierement adaptee au 
traitement preventif ou curatif des melanomes, du cancer du rein, des sarcomes 
du tube digestif, de la leucemie myeloYde chronique (LMC) et des 
neuroblastomes. 

30 II s'agit plus particulierement du traitement preventif de cancers ne presentant 
pas de mutation dans une tyrosine kinase, ou presentant une mutation non 
constitutive, ou de tumours resistantes in vitro au STI571. Dans le cas de 
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tumeurs NK sensibles presentant une mutation dans une tyrosine kinase, 
rinvention permet d'amellorer I'efficacite therapeutique en utilisant une therapie 
de combinaison avec un agent potentiaiisant. tel que mentionne ci-avant. 

A cet egard. Tinvention concerne specif.quement I'utllisation d'un inhibiteur de 
tyrosine kinase tel que defini cl-avant, en combinaison avec un agent 
potentiaiisant. pour la preparation d'une composition destinee au traitement 
prophylactique ou curatif de la LMC ou du GIST. Elle concerne ^galement une 
methode de traitement correspondante. 

L'invention concerne egalement I'utilisation d'un inhibiteur de tyrosine kinase tel 
que defini ci-avant. en combinaison avec un agent potentiaiisant, pour la 
preparation d'une composition destinee au traitement prophylactique ou curatif 
d'une tumeur r§sistante au STI571. Elle concerne egalement une methode de 
traitement conrespondante, 

Dans le domaine des pathologies infectieuses. l'invention peut etre utilisee pour 
le traitement prophylactique ou curatif en particulier une infection virale causee 
par un virus du groupe des Herpes Viridae (I'Herpes virus type 1 ou 2. le virus 
d'Epstein-Barr. le cytomegalovirus, le Kaposi sarcoma-virus, HSV-6, etc.). le 
VIH. le Vaccinia virus, le MVM. TECMV ou le Papilloma Virus. Elle peut 
egalement etre utilisee pour traiter des infections microblennes ou parasitaires. 

L'invention peut egalement etre mise en oeuvre en utilisant une population de 
cellules dendritiques traitees ex vivo par un inhibiteur de tyrosine kinase tel que 
defini ci-avant. L'injection de cellules dendritiques ainsi traitees. de preference 
' autologues. pemiet egalement d'induire une activation de la fonction NK d'un 
sujet. 

30 Dans ce contexte. l'invention conceme egalement une composition comprenant 
des cellules dendritiques trait6es par un inhibiteur des tyrosines kinases telles 
que mentionn^es precedemment. Elle concerne egalement une composition 
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comprenant un inhibiteur de tyrosine kinase tel que defini prpcedenriment et 
des cellules dendritiques et/ou des cellules NK. Selon un asjDect particulier de 
Tinvention, la composition comprend un inhibiteur de tyrosine Kinase tel que 
defini precedemment et des cellules dendritiques. 

Selon un autre aspect, la composition comprend un inhibiteur de tyrosine kinase 
tel que defini precedemment, des cellules dendritiques et des cellules NK, 



Elle concerne egalement un precede de preparation ou de traitement in vitro ou 
10 ex vivo de cellules dendritiques, comprenant la mise en contact de cellules 
dendritiques (ou de leurs precurseurs) en presence d'un inhibiteur specifique de 
tyrosine kinase. Les cellules obtenues peuvent etre collectees et conditionnees 
en vue d'une utilisation immediate ou future. 

15 Les cellules dendritiques sont typiquement traitees par incubation en presence 
de rinhibiteur, par exemple en presence de STI571, a raison de 10'^ a 10'^ 
molaire environ. On prefere utiliser des cellules dendritiques non matures. De 
maniere preferee, des cellules dendritiques humaines CD34+ sont mises en 
presence de SCF. Flt3L, GM-CSF et TNFa pendant 7 a 15 jours environ (de 

- -20 preference 12 -jours),-puis en presence de STI571 pendant 12- a 48 heures 
environ (de preference 24h environ). II est entendu que les conditions precises 
peuvent etre adaptees par I'homme du metier. Les cellules ainsi obtenues 
presentent la capacite d'activer les cellules NK, et peuvent etre conditionnees 
en vue de leur utilisation therapeutique, ou utilisees pour activer des cellules NK 
25 in vitro ou ex vivo, notamment par co-culture. Dans ce contexte, une activation 

aptimale jdBS„cellules NK .e^^^^ exemple apres co-culture pendant 

une periode comprise entre 20 a 48 heures environ. Le ratio de co-culture est 
idealement d'une cellule dendritique pour 25 a 125 cellules NK environ. 

30 Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, Tlnvention peut etre mise en oeuvre dans 
tout dispositif approprie a la culture cellulaire, de preference en conditions 
steriles. 11 peut s'agir notamment de plaques, boites de culture, flasques, fioles, 
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poches. etc. La culture ou la co-culture est par ailleurs realisee dans tout milieu 
adapts a la culture des cellules dendritiques et/ou des cellules NK. II peut s'ag.r 
plus generalement de milieux de culture disponibles dans le commerce pour la 
culture de cellules de mammiferes. tels que par exemple le milieu RPMl. le 
5 milieu DMEM. le milieu IMDM ou des milieux GBEA (AIMV, X-VIVO). etc. 

Dans une variante particuliere, I'activation des cellules NK est realisee par 
coculture in vitro ou ex vivo de cellules dendritiques immatures avec des cellules 
NK. en presence d'un inhibiteur des tyrosine kinases c-abi, bcr/abl. c-kit et/ou de 
10 la tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF. 

Dans un autre mode de realisation particulier de I'invention. Tactivation des 
cellules NK est realis6e par traitement in vitro ou ex vivo de cellules dendnt.ques 
immatures en presence d'un inhibiteur des tyrosine kinases c-abl. bcr/abl. de c- 
15 kit et/ou de la tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF. puis co-culture 
des cellules dendritiques ainsi obtenues avec des cellules NK. 

Dans un autre mode de rinvention. I'activation des cellules NK est realisee par 
traitement in vitro ou ex vivo de cellules dendritiques immatures en presence 
20 d'un inhibiteur des tyrosine kinases c-abl. bcr/abl. de c-kit et/ou de la tyrosine 
kinase associee au recepteur du PDGF. puis administration des cellules 
dendritiques ainsi obtenues a un sujet. 

Lorsque les cellules NK ou les cellules dendritiques ont ainsi 6t6 activees. il est 
25 possible soit de separer les cellules NK des cellules dendritiques. sort de 
-r§66lte? dlrectement la co-culture cellules NK/CD. 

Le terme « activation >> des cellules NK au sens de I'invention designe plus 
particulierement la regulation positive precoce du CD69, surtout sur la 
30 population CD56^^' des NK (celle qui s'expand chez les patients porteurs de 
GIST trait^s par STI571). I'augmentation de la production d'lFNy et/ou de 
ractivite cytotoxique des cellules NK. Ces trois parametres peuvent etre 
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aisement mesures selon les techniques connues de rhomme du metier. Le 
terme cellules NK « activees » designe au sens de invention des cellules NK 
presentant au moins une des proprietes mentionnees ci-dessus. II est aussi 
possible de detecter une activation NK par la capacite de ces cellules a liberer 
5 de fagon prolongee de forts taux d'lFNy en presence de " CD immatures " et, 
eventuellement, en presence de LPS. 

Dans les compositions selon Tinventlon qui comprennent des cellules 
dendrltiques et/ou des cellules NK, les populations cellulaires sont 

10 preferentiellement autologues, c'est-a-dire issues d'un meme organisme. Elles 
peuvent egalement etre constitutes de cellules allogeniques. En outre, il peut 
egalement s'agir de cellules dendrltiques sensibilisees a un ou plusieurs 
antigenes ou au contraire de cellules « naTves ». Ces compositions sont 
avantageusement constituees de populations cellulaires isoiees, c'est-a-dire que 

15 chacune des populations cellulaires est composee au moins de 10%, de 
preference au moins 30%, notamment au moins 50% du type cellulaire 
correspondant (NK ou dendritique). Ces compositions peuvent etre 
conditionnees dans tout dispositif adapte tel que poches, fioles, ampoules, 
seringues, flacons, etc., et peuvent etre conservees (au frold) ou utillsees 

20 — extempofanement, eomme~deerit- plus loin. Avantageusement, ces compositions 
comprennent de 10"^ a 10® cellules dendrltiques traitees, de preference de 10^ a 
10® environ. 

L'administration de Tlnhlbiteur ou des cellules (dendrltiques ou NK) peut etre 
25 realisee par toute technique et toute voie connue, et notamment par injection ou 

pricte orale. II peut s'agir par exemple d'une injection sous cutanee, systemique 

(intra-veineuse, intra-arterielle, intra-peritoneale) ou intra-musculaire. Lorsque 
cela est possible, Tinhibiteur est avantageusement administre par voie orale. 
L'injection est de preference une injection locale ou regionale, notamment une 
30 injection au site ou proche du site a traiter, notamment proche d'une tumeur. 
Les injections sont generalement realisees sur la base de doses de cellules 
pouvant aller de 10^ a 10® cellules dendrltiques, de preference comprises entre 
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10= et 10^ inclus. II est possible d'effectuer le transfert passif 0e cellules 
dendritiques par des administrations repet^es. par exemple 1 a 2 
administrations par semaine pendant plusieurs mois. Le compose inhibiteur peut 
mre administre a des doses variees. comprises par exemple ^ntre 200 et 800 
, mg per os/jour, de preference entre 400 mg et 600 mg per os/jour. notamment 
en cas d'association avec un agent potentialisapt (par exemple FltSL sc 10-50 
ug/kg pendant 10-20 jours). L'utilisatlon de I'inhibiteur In vitro ou ex vivo sur les 
cellules dendritiques avant transfert passif est r6alis6e preferentiellement a la 
dose de 10-^M ou lO'^M. Des administrations repet6es sont blen entendu 
possibles. En outre. le protocole d'administration peut ^tre adapte par I'homme 
du metier selon les situations (preventif. curatif. tumeurs isolees. metastases, 
infection importante ou localisee. etc.). 
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ACTION ANTI-INFLAMMATOIRE 

Les demandeurs ont egalement decouvert que des inhibiteurs specifiques de 
tyrosine kinase, tels que defmis ci-avant. permettaient de bloquer la maturation 
des cellules dendritiques induite par un agent microbien tel que le LPS ou par 
un signal « Toll-like 4» . 

Cette proprtete Immuno-modulatrice des inhibiteurs pern«t d'envisager une 
„,oduia.lon negative de la reponse inflammatoire ou de la r«ponse Immune dans 
differents contextes pathologiques. En effet, la maturation des cellutes 
dendritiques participe activement au d^veloppement de la r«act,on 
inflammatoire. et la posslbilite de contr61er cette propria* offre done de 
- noTiveires-approches- therapeutlques- dans le traltemertt ou - le^trole^de 

rinflammation. 

L-invention oonceme done une m«hode pour prevenir ou inhiber la maturation 
des cellules dendritiques. notamment celle induite par une toxine telle le LPS, 
comprenant la mise en contact in vHro. ex wVo ou in vivo des cellules 
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dendritlques avec un inhibiteur des tyrosine kinases c-abi, bcr/abi, de c-kit et/ou 
de la tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF. 

L'Invention concerne egalement rutilisation d'un inhibiteur specifique de tyrosine 
5 kinase tel que defml ci-avant pour le traltement preventif ou curatif des maladies 
Immunitalres et/ou inflammatoires chez un mammifere. 

L'invention concerne egalement rutilisation d'un inhibiteur specifique de tyrosine 
kinase tel que d6fini ci-avant pour la preparation d*une composition destinee au 

10 traltement de pathologies inflammatoires, notamment chroniques, telles que 
Tatherosclerose, la maladie de Crohn, Tasthme (chronique), la polyarthrite 
rhumatoYde, la dermatite (chronique), le choc septique ou endotoxinique, etc. 
Dans ce contexte, le terme traltement inclut egalement une reduction de la 
reponse inflammatoire, meme partielle et/ou temporaire, conduisant a une 

15 amelioration de la qualite de vie des patients. 

L'invention concerne egalement rutilisation d'un inhibiteur specifique de tyrosine 
kinase tel que defini ci-avant pour la preparation d'une composition destinee au 
traltement de pathologies auto-immunes. 

20 

L'invention concerne egalement rutilisation d'un inhibiteur specifique de tyrosine 
kinase tel que defini ci-avant pour la preparation d'une composition destinee a la 
greffe allogenique. L'invention est particulierement adaptee a I'amelioration des 
greffes de moelle allogenique. En effet, en stimulant I'activite NK, l'invention 

25 permet d'ameliorer Tactivite GVL (« graft versus Leukemia »), et done le 
benefice therapeutique. Mais de plus, en reduisant la maturation des cellules 
dendritiques et done, potentiellement, I'activation de lymphocytes T cytotoxiques 
alloreactifs, rinhibiteur permet en outre de reduire la GVHD (« Graft Versus Host 
Disease ») et ainsi d'ameliorer la securite du traitement L'invention peut done 

30 etre utilisee avantageusement pour traitor un bote recevant un greffon de moelle 
allogenique, HLA non compatible. 
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L'invention peut 6galement etre utilisee pour prevenir ou traitor des maladies 
immunltaires congenitales. telles .qu'un deficit en recepteur a rjL-12. un deficit 
en recepteur a i'lFNy, un deficit en chaTne gamma (IL-2Ry) commune des 
recepteurs aux cytokines (syndrome SCID). 

5 

Pour ces differentes applications, les doses administrees et les modes 
d'administration decrits precedemment sont directement applicables. 

D'autres avantages de la presente invention apparaltront S la lecture des 
10 exemples qui suivent. qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. Le contenu de toutes les references citees dans la description et dans 
les exemples. y compris les articles, brevets et demandes de brevets, est 
incorpore enti^rement a la pr§sente par reference. 

I EGENDE DES FIGURES 

Tableau 1 : Correlation blologique entre STI571 et I'activatlon des NK. 

Une cohorte de patients pris en charge a I'institut Gustavo Roussy a ete etudiee 
20 pour le traitement d'un GIST. Les NK des patients ont et6 purifiees par selection 
negative a partir du sang perlpherique. Les fonctions des cellules NK (s6cr6tion 
d'interferon gamma et cytotoxicity) ont 6t6 analys§es apr^s culture avec des 
cellules dendritiques allogeniques. Dans 14 cas. les prelevements sont 
effectu6s avant I'introduction du STI 571 ; dans 31 cas. les prelevements sont 
25 effectues pendant le traitement par STI 571. Une cohorte de 17 volontaires 

sains est etudi ee selon les meme s modalit^s. _ ^ 

^ Les fonctions'cytotoxiques'sont rapportees en pourcentage de lyse specifique 
d'une cible sensible a la lyse NK (K562). Les resultats sont rapportes sous 
forme d'une moyenne pour chaque groupe etudie. 
30 L'analyse des donn§es est realisee en utilisant des tests exacts de Fisher qui 
permettent de mettre en evidence les differences statistiquement significatives 
entre les groupes. 
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Tableau 2 : Correlation entre effets biologiques et cllniques du STI571. 

Les cellules NK actlvees par des cellules dendritiques matures (presence de 
5 LPS) ont la capacite de secreter de Tinterferon gamma. Cette production 
d'interferon gamma a ete definie comme significative si Ton pouvait mesurer 
plus de 100 pg/mL dans les surnageants des cocultures. Les patients repondant 
a ce critere sont definis comme repondeurs biologiques. Une correlation est 
etablie entre ces patients et Tefficacite clinique du STI 571. La distribution des. 
10 patients dont la maladle progresse sous STI 571 est etudiee en fonction de la 
reponse biologique. 

Aucun patient Identifie comme repondeur biologique ne presente une maladle 
progressive sous STI 571, alors que 5 des 16 patients non repondeurs 
biologiquement, progressent cliniquement( p=0.042 ;Fisher exact test). 

15 

Figure 1 : Suivi longitudinal de sept patients GIST sous STI571. Acquisition 
des fonctions NK. 

Concernant 7 patients, des prelevements et des mesures de la production 
20 d'interf§ron gamma sont disponibles. La figure 1 rapporte Tetude des fonctions 

NK avant et pendant le traitement par STI 571. Pour deux patients, une nette 

augmentation des cellules NK CD56bright (panel A) a pu etre mise en evidence. 

Pour les sept patients suivis, les secretions d'interferon gamma sont 

augmentees lors de I'exposition au STI 571 (panel B). 
25__ _ _ 

Figure 2. Les cellules dendritiques incubees en presence de STI 571 sont 
capables d'activer les cellules NK. 

Des cellules dendritiques humaines sont generees a partir de cellules souches 
30 hematopoYetiques, en presence de GM-CSF et de TNFa. pendant 12 jours. Ces 
cellules dendritiques sont ensulte incubees avec du STI 571 pendant 24 heures. 
Deux experiences representatives menees sur deux prelevements differents (A 
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et B) sont rapportees. Les fonctions cytotoxiques NK sont etudiees par des 
tests de lyse utilisant des cibles marquees au chrome 51 et sensibles a la lyse 
NK (K562). Dans les deux cas. le STI 571 confere aux cellules dendritiques la 
capacity a activer les cellules NK. 

Figure 3 : Les cellules dendritiques incubees en pr6sence de STI571 sont 
capables d'activer les cellules NK. 

Le STI 571 confere aux cellules dendritiques la capacity d'activer les cellules 
NK Des cellules dendritiques d'origine murine, d6rivees de moelle osseuse ou 
de rate sont pre-incubees avec du STI 571 a des doses croissantes puis 
cultivees avec des cellules NK. L'utilisation du STI 571 permet d'augmenter la 
secretion d'interf6ron gamma par les NK cultives en presence de cellules 
dendritiques. De plus, il existe un effet dose entre les doses de STI 571 utilisees 
et I'effet biologique observe. Uexperience precedente est renouvelee en 
presence d'un inhibiteur de phosphorylation non specifique (AG 957) et du STI 
571. Cette experience revele que les resultats pr6c6dents sont specifiques du 
STI 571. 

20 Figure 4. L'analogue du STI, AB1003, augmente la capacite des cellules 
dendritiques a activer les cellules NK. 

Les experiences precedentes sont reproduites en utilisant un analogue 
synthetique du STI 571 . AB1003. Cette molecule confere 6galement aux cellules 
25 dendritiques une fonction activatrice des cellules NK. 

Figure 5 : Activation in vivo de NK par injection de cellules dendritiques 
incubees en presence de STI571. 

30 Des cellules dendritiques murines sont pre-incubees avec du ST1571 puis 
inject^es. par voie sous cutan6e. dans les membres inferieurs des souris. Les 
ganglions drainant sont recueillis et les fonctions des cellules NK analysees 
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apres purification. L'utilisation de cellules dendrltiques pr6-incubees avec du 
STI 571 permet Tactivation in vivo des NK dans le ganglion drainant comme en 
atteste la presence de CD69 sur la membrane des NK etudiees. 

5 Figure 6 : Activation in vivo de NK par injection de STI571 et d'un facteur 
de croissance des cellules dendritiques. 

Des souris Nude sont traltees pendant 10 jours par des injections intra- 
peritoneales de Flt3L. Ceci permet le recrutement et la differenclation de 

10 precurseurs dendritiques. Le STI 571 est adminlstre par gavage (per os), du J8 
au J12. Les rates et les foies des souris sont ensulte preleves pour purification 
des cellules NK. Les tests fonctionnels realises montrent une activation des 
cellules NK dans le groupe traite par Tassociation Flt3L+STI, au contraire des 
groupes controles (souris traitees par PBS IP, IL2 IP, PBS IP+ gavages de STI 

15 571, Flt3-L IP+ gavages de PBS). Les panels A et B presentent Tanalyse par 
cytometrie en flux de la presence du CD69 (marqueur membranaire d'activation) 
a la surface des cellules NK (DX5+), dans la rate et le foie des souris. Les 
panels C et D presentent les capacite de ces cellules NK, purifiees a partir des 
rates des souris de chaque groupe, a secreter de Tinterferon gamma apres une 

20 phase de culture avec des cellules dendritiques. 

Le panel E represente Tetude des fonctions cytotoxiques des cellules NK de ces 
memes groupes, centre une cible NK sensible (YAC1) et selon deux ratios 
effecteur/cible (200/1 et50/1). 

25 Figure 7 : Le STI571 bloque la maturation des DC par le LPS (Fig. 7A) et 
previent le ch o c en dotoxinique in vivo (Fig. 7B). 

Des cellules dendritiques sont generees a partir de moelle osseuse de souris 
C57BL6. Ces cellules dendritiques d'origine medullaire sont ensuite testees pour 
30 leur capacite a induire une proliferation des lymphocytes allogeniques (panel A). 
Les cellules dendritiques cultivees en GM-CSF et IL4 (BM-DC), activees par du 
LPS (BM-DC+LPS) ou par du STI 571 (BM-DC STI) ou par un inhibiteur non 



wo 2004/026311 

25 



PCT/rR2p03/002744 



specifique' de phosphorylation (BM-DC AG), sont cultivees jDresence de 
lymphocytes allogeniques pendant 5 jours. La proliferation des lymphocytes est 
evalu^e par leur capacite S int§grer de la thymidine triti6e. 
Le STI ne stimule pas la proliferation des lymphocytes allog6niques. Son effet 

5 immunomodulateur s'avere specifique de la population lymphocytaire NK. 

Cette capacite d'inhibition des signaux inflammatoires comme le LPS est 
egalement testee dans le modele du choc endotoxinique. Des souris C57BL6 
sont traitees par ingestion per os de STI 571 matin et soir (150mg/kg). Les 
groupes controles sont traites de la meme maniere, par ingestion de PBS. Au 

10 decours de 24 heures de traitement. on administre aux souris 1 mg de LPS par 
vole intraperitoneale. Les gavages des souris avec du STI 571 ou du PBS sont 
poursuivis 48 heures. 

Figure 8 : Le STI571 empeche la croissance in vivo de turneurs resistantes 
15 aux effets anti-prollf6ratifs du STI571 in vitro. 

(A). Modules de turneurs de souris resistantes au STI571 in vitro. 
Les cellules AK7. B16F10, RMA-S. MCA 102 ou BAF3p210 (qui sont porteuses 
de la translocation bcr/abi) ont ete incubees pendant 24 heures avec les doses 
20 indiquees de STI571 . Le nombre absolu de cellules survivantes a 6te determine 
a raide d'un test d'exclusion au bleu trypan. Uabsence d'effet anti-proliferatif du 
STI571 sur I'ensemble des tumeurs a I'exception des cellules BAF3p210 a ete 
confirme dans deux experimentations ind^pendantes. Les indices de 
proliferation sont apparents. Le test de Wilcoxon a ete utilise pour comparer les 
25 indexes de proliferation (* p<0.05). 

(B). Le STI571 inhibe, in vivo, la croissance de AK7 et MCA102. 
3x10« cellules de tumeur AK7 et 5x10^ cellules de tumeur MCA102 ont ete 
inocul6es en sous-cutane dans le flanc abdominal, au jour 0. L'apport oral en 
STI571 (150 mg/kg) ou PBS (200 pi) a ete realise du jour 20 au jour 27 et du 
30 jour 3 au jour 10 respectivement. Les resultats d'une experience impliquant 7-9 
souris par groupe apparaissent sur cette figure. Le test de Wilcoxon a ete utilise 
pour comparer les cinetiques de croissance (*p<0.05)). 
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(C). Les effets anti-metastatiques du STI571 a rencontre Brl6F10 sont 
medies par les cellules NK. ' ' 

Des anticorps neutralisants anti-NK1.1 (300 pg d'Acm PK136 par souris) ou du 
serum normal de souris (SNS) a ete administre en intra-periton'eal au jour -4, -2, 
5 0 et au jour +4 a des souris C57BL/6. 5x10^ cellules de tumeur B16F10 ont ete 
inject§es dans la veine de la queue au jour 0. L'apport oral de STI571 (150 
mg/kg) ou PBS (200 pi) a ete realist du jour +5 au jour +11 et les souris ont 6te 
sacriflees pour proceder a {'enumeration des metastases du poumon au jour 
+11. Les resultats d'une experience Impliquant 7-9 souris par groupe 
10 apparaissent sur cette figure. Le test de comparaison multiple de Kruskal Wallis 
a ete utilise pour comparer le nombre de metastases du poumon (*p<0.05 entre 
les groupes SNS STI571 et PBS ; ** p<0.05 entre les groupes SNS STI571 et 
Acm anti-NK1.1 ; PBS contre STI571 n'est pas significativement different dans 
les groupes Acm anti-NKI.I). 

15 

Figure 9 : Le STI571 stimule I'inhibition de la croissance des tumeurs 
RMA-S dependante des cellules NK In vivo. 

(A, B). FL et STI571 agissent en synergie pour prevenir la croissance de la 

20 tumBur RMA-S in vivoT — - . > 

1x10® cellules RMA-S deficientes, qui sont des cibles des NK (A), ou les cellules 
RMA TAP-suffisantes, qui ne sont pas des cibles des NK (B), ont ete inoculees 
dans chacun des flancs abdominaux opposes de souris C57BL6 au jour 0. Du 
jour -6 au jour +3, FL (IGpg/jour) ou PBS seul (200 pi) ont ete injectes en ip. Du 
25 jour +1 au jour +4, le STI571 (150 mg/kg) ou le PBS (200pl) a ete administre 

ofatemen t. L e nom bre— de—seuris- sans -tumeur (sur 5 souris) a la fin de 

Texperience est indique entre parentheses. 

(C, D). La combinalson de FL-^STI571 promeut les effets anti-tumoraux 
dependants des cellules NK sur des tumeurs volumineuses etablies, 
30 L'anticorps neutralisant anti-NKI.1 Acm (300 pg d'Acm PK136 par souris) a ete 
administre aux jours + 8, +10, +13, +17. +22 et +29. 1x10® cellules RMA-S ont 
ete inoculees dans le flanc abdominal au jour 0. L'administration de FL a 
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commence au jour +13 quand les tumeurs ont atteint un diametre de 50+20 
mrrr^. L'administration de FL a .et§ maintenue pendant 10 jours et a ete 
combinee au STI571 des jours +20 a +23 (les m§mes doses que dans A, B). 
Chaque experience incluait 5 souris par groups, a et6 repet6e deux fois et a 
5 donn6 des resultats similaires. 

(E). La combinaison de FLr^STI571 induit des effets anti-tumoraux significatifs a 

I'encontre de AK7. 

3x10^ cellules de tumeur AK7 ont ete inoculees au jour 0 dans le fianc 
abdominal de souris C57BL6. L'administration de FL a demarre au jour +11 

10 quand les turtieurs AK7 ont atteint un diametre de 20±20 mm=^. L'administration 
a ete maintenue pendant 10 jours et FL a ete combine au STI571 le jour 
prec6dant I'arret de son administration. STI571 a ensuite ete maintenu pendant 
9 jours cons§cutifs (les memes doses que dans A. B). Chaque experience 
Incluait 5 a 7 souris par groupe et a §t§ repetee deux fois avec des resultats 

15 similaires. Le test de comparaison multiple de Kruskal Wallis a §t§ utilise pour 
des analyses statistiques et les effets significatifs sont indiques par des 
asterisques. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

Materiels et Methodes : 
Purification des cellules NK 

25 Les lymphocytes circulants p§ripheriques (PBL) sont contenus dans la fraction 
non-adherente des cellules mononucl6ees du sang peripherique apres deux 
heures d'adherence. Les cellules NK ont 6t6 isolees des PBL par selection 
negative magn^tique (MACS. NK cell isolation kit. Miltenyi biotec) utilisant des 
antlcorps anti-CD3. anti-CD19. anti-CD14 . anti-CD36. anti-lgE couples a un 

30 haptene. puis un marquage secondaire par un antlcorps anti-haptene coupl§ a 
une microbille. La fraction negative a ete obtenue apres passage sur une 
colonne magnetique MidlMACS de type LS+A/S+ (Miltenyi biotec ). 
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La purete de la fraction ainsi depletee est evaluee par cytom^triejde^flux. Le 
phenotypage apres purification des NK comprend les anticorps^anti CD45, anti 
CD3, anti CD56. La purete des NK CD45+ / CD3-/ CD56 +, ain^i selectionnes 
varie de 85 a 95%. 

5 

Co-cultures DC/NK 

La methode utilisee a initialennent ete decrite par Fernandez et al [18]. 
Les NK purifies par selection negative sont places en culture dans des plaques 
96 puits (10^ NK/100 L/pults), fond U pendant 48 heures, selon 4 conditions : 

seuls en milieu RPMI A* [Gibco, 10% de serunn AB, 1% de sodium 
pyruvate lOOmM (Gibco-BRL, France), 0,5% de penicilline-streptomycine 
10000UI/mL-10000 g/mL (Gibco-BRL, France) et 1% de L-glutamine 
200mM (100X, Gibco-BRL, France)]. 

seuls en milieu RPMI A' contenant lOOOUI/ml d'interleukine 2. 
en coculture avec des cellules dendritiques (ratio de coculture DC/NK de 
1/1, 1/10. 1/25 ou 1/125 selon). 

Evaluation de ractivation et des fonctions NK: 

Les fonctions NK (cytotoxicite, secretion dlFNy, regulation positive du CD69) 
peuvent s'evaluer directement a partir du sang frais apres purification sur 
colonnes, ou preferentiellement apres reactivite avec des cellules dendritiques 
standardisees aliogeniques en presence ou non de LPS 10pg/mL 

Fonctions Cytotoxiques 

Les cellules NK sont utilisees comme effecteurs dans un test de cytotoxicite 
centre Daudi ou K562. Les cellules cibles sont marquees par du chrome 51 
30 (100}iCi/10®cellules) pendant 1 heure, puis lavees 2 fois. Elles .ont ensuitjB ete 
reparties a 2000 cellules par puits dans des plaques 96 puits a fond V. La 
liberation maximale de chrome 51(Cr5i) est obtenue par Tadjonction de 
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c6trimide (Sigma). Les cellules effectrices sont distribuees selon differents 
ratios effecteurs/cibles et malntenues a S^C pendant 4 heures. Les 
surnageants sont preleves. La cytotoxicity est evaluee par la liberation 
prolongee specifique de chrome 51 dans les surnageants (lecture par un 
compteur de radiation gamma : Topcount. Packard) : liberation specifique de 
Cr5i=[iib6ration de Crgi de I'echantillon - liberation spontanee de Crgi par les 
cibles] / [liberation maximale de Crsi - liberation spontanee des clbles]. 
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Secretion de cytokines 



Certaines cellules NK activees secretent de I'interferon (IFN ). De meme. les 
cellules dendritiques immatures allogeniques (batchs standardises), mises en 
presence de cellules NK prealablement activees [par une cause classique (IL-2, 
IL-12. matures DC) ou non (GIST sous STI571)] secretent des ng de TNFa. Afin 
15 de doser ces cytokines, les sumageants des cocultures DC/NK sont analyses 
en dosage ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay- kit OptEIA IFN et 
TNFa humain- Pharmingen). Les anticorps anti-IFN et anti-TNFa sont ensuite 
incubes pendant une nuit ^ 4»C sur une plaque 96 puits maxisorb. Apres lavage 
et saturation des anticorps par une solution « d'Assay diluent ». les echantillons 
20 sont incub6s pendant 2 heures. La plaque est ensuite lavee en PBS/tween 20. 
0,05%. Un anticorps de detection dirige centre un second epitope de I'lFN ou 
du TNFa, couple a la biotine permet de detecter ces cytokines. La revelation est 
effectuee par une reaction streptavidine biotine. La lecture de la densite optique 
est realisee a 450 nm. Une correction est realisee a 550 nm. Une gamme d'IFN 
25 et de TNFa standardisee permet la conversion de la densite optique en pg/mL. 

Etude Dhenotvpique des maroueurs d'a ctivation 

Lorsque les cellules NK sont activees. elles peuvent exprimer a leur surface la 
30 molecule CD69 (lectine de type C). Afin d'^valuer la presence de ce marqueur 
d'activation, 5x10^* a 1x10^ cellules NK sont marquees pour analyse en 
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cytometrie de flux. Les anticorps utilises sont les anti-CD56, anti-CD3, anti 
CD69. Les controles isotypiques spnt realises pour chaque manipulation. 

Mise en evidence de ramplification elective de sous populations NK in vivo chez 
5 les GIST traites 

Apres purification des NK peripheriques des patients, un immunomarquage est 
effectue avec les Anticorps antl-CD3, CD56 et CD16. Uaugmentation de la sous 
population CD56^'*9ht ^^^^ evidence, passant de 5% (pre-STI) a 

10 eventuellement 18% sous STI571 . 



Exemple 1 : Mise en evidence de I'activation des cellules NK chez les 
patients GIST traites par STI571. 

15 

Le sang et les tumeurs ont ete obtenus aupres du CCPPRB, chez des patients 
GIST en phase II places sous STI 571. 

La fonction des cellules NK fraTchement extraites par depletion negative 
20 (methode Miltenyi) du sang circulant des patients porteurs de GIST traites 
(n=31) ou non (n=14) par STI571 (400 ou 600 mg/j depuls 2-4 ou 6 mois) ou de 
volontaires sains VS (n=1 7) a ete evaluee. Les cellules NK ont ete soumises a 
une incubation avec des cellules dendritiques immatures allogeniques 
standardisees en presence ou non de 10pg/ml LPS. Apres 48hrs, un test de 
25 lyse des K562, DAUDI ou des CD immatures a divers ratios effecteurs/cibles 
ainsi qu'a un dosage dMFNy et TNFa dans les surnageants de coculture (selon 
les procedes proches de ceux suggeres dans Gerosa et al. (JEM 195 (2002) 
327) ou Piccioll et al. (JEM 195 (2002) 335). 

30 De fagon interessante, dans 30 a 55% des cas, les cellules NK des patients 
GIST sous STI571 presentent la capacite de produire I'lFNy et de declencher 
I'activation des CD immatures (secretion de TNFa ng/ml) in vitro, au contraire 
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des cellules NK de volontaires sains (VS) ou de patients GIST|non traites 
(Tableau 1. Fig. 1). De telles actiyations NK apres coculture ayec les CD sont 
aussi refletees en capacite lytique. L'etude longitudinale sur 7 patients montre 
par ailleurs clairement I'acquisition de ractivatlon NK apres administration de 
5 STI571 (Fig. 1). La correlation entre I'effet biologique immunomodulateur et 
I'effet cHnique du STI571 est illustree dans le Tableau 2. qui demontre que tous 
les patients repondant au traitement pr6sentent des cellules NK activ6es. 

Dans une serie preliminaire impliquant une quarantaine de cas. les inventeurs 
10 ont ainsi observe que le STI571 active les fonctions NK en presence de GIST et 
possede done une activite immunomodulatrice en plus de ses fonctions 
inhibitrices des activites tyrosine kinases. 



15 Exemple 2 : Wise en evidence d'une action du STI571 sur les cellules 
dendritiques, pouvant rendre compte de I'activation des cellules NK 

Puisque les cellules dendritiques sont, au contraire des macrophages, des 
precurseurs myeloides ou lymphoides electivement capables d'activer les NK 
20 au repos. nous avons teste les capacites du STI571 , adminlstr§ a raison de 10-« 
M, 10"® M et 10"^° M, a moduler cette propri^te. 

Les cellules dendritiques humalnes derivees des CD34+ en SCF, GM-CSF, 
TNFa qui n'activent pas les NK humaines, acquierent fortement cette capacite 
lorsqu'elles sont incubees 24 heures de J12 a J13 avec le STI571 a IQ-^M (Fig 
25 2). 

Dans un systeme murin, la secretion d'lFNy par les NK est augmentee de 2 a 3 
fois a un ratio CD : NK de co-culture de 1 :1. En revanche, alors qu'a un ratio de 
co-culture CD : NK de 1 :10. les CD non traitees n'activent plus les NK, la CD- 
STI571 possede encore fortement cette propri6t6. De plus, seul le STI571 et 
30 non rAG957 (Tyrphostin. un inhibiteur non sp§cifique des tyrosine kinases) 
induit ractivation des NK via les CD in vitro (Fig. 3). Ces donnees peuvent §tre 
reproduites en utilisant un analogue stmctural du STI 171, le AB1003 (Fig. 4). 
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' Ainsi, les cellules dendritiques ou precurseurs, humaines ou ipiurifies^ sont la 
cible potentielle du STI571 in vivo chez les patients GIST sous STI571. En effet, 
les demandeurs ont demontre que le STI571 n'active pas directement les NK in 
vitro. 

5 

Exemple 3 : L'injection in vivo de cellules dendritiques traitees avec du 
STi571 induit une activation des cellules NK 

10 L'ad ministration de CD in vivo permet de moduler ractivation des cellules NK 
des organes lymphoides (ganglions drainant si injectees en sous cutane, rate si 
injectees en intra veineuse). L'incubation pendant 24 heures des CD 
differenciees avec le STI571 avant Tinjection in vivo permet de potentialiser le 
recrutement et Tactivation NK in vivo (pourcentage de cellules Dx5+/CD3- 

15 acquerant ie CD69) (Fig. 5). 

Les experiences chez la souris demontrent que le STI571 augmente d'un 
facteur 10-30 la capacite des CD a entramer la secretion d'lFNy par les NK au 
repos in vitro et a activer les NK in vivo, 

20 

Exemple 4 : L'injection in vivo de STI571 et d'un facteur de croissance des 
CD induit une activation des cellules NK 

Les Inventeurs ont combine le STI571 au FItSL (facteur de croissance 
25 hematopoYetique des CD in vivo) dans le but de tester si cette association 
pauvajlJiQndiJii:e_aJIactivation des cellules NK, et a Teradication de tumeurs NK 

sensibles, independamment d'une mutation c-kit, abl ou du recepteur au PDGF. 

Les fonctions NK des foies et rates des animaux traites ont ete evaluees de 
30 diverses fagons (%CD69 sur les CD3-/Dx5+, activites lytiques directes des foies 
et rates sur YAC-1. secretion d'lFNy des organes lymphoides traites in vitro 
24hrs par IL-2). Les activites lytiques spontanees des splenocytes de souris 
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Nude traitees par I'association Flt3L+STI571 se sont revelees, de fagon 
surprenante. sup6rieures a celles des souris Nude traitees par Flt3L seul. 
STI571 seul ou PBS (Fig. 6). L'augmentation du CD69 sur les NK est claire avec 
la combinaison Flt3L+STI, alors qu'elle ne I'est pas avec chacun des 
composants pris isolement. La production d'lFNy est surtout visible dans les 
cultures de ganglions provenant des animaux ayant regu Flt3L+STI571 (Fig6). 
La combinaison STI571 - Flt3L permet done d'induire in vivo une activation 
importante de Tactivlt^ des cellules NK. permettant la lyse efficace de cellules 
pathologiques in vivo. 

Exemple 5 : Le STI571 bloque la maturation des CD induite par le LPS et 
previent le choc septique 

Les cellules dendritiques derivees de moelle osseuse (« BM-DC ») de souris H- 
15 2b (par culture en presence de GM-CSF. IL-4 a J7 de culture, selon la methode 
decrite dans Fernandez et al. Nat. Med. 5 (1999) 405) sont incub^es 24 heures 
en presence de 10pg/ml LPS. Elles surexpriment ainsi l-Ab. CD40, CD80, CD86 
de fagon tres significative. Elles stimulent de fagon spectaculaire la proliferation 
de splenocytes totaux alloreactifs (H-2d) a divers ratios E :T (reaction de type 
20 MLR). La co-incubation de STI571 (et non de AG957) avec les BM-DC en 
concommittante presence de LPS pr6vient la maturation LPS induite et les 
alloproliferations (Figure 7A). 

La propriete de ces inhibiteurs de tyrosine kinases a inhiber les signaux 
25 inflammatoires tels le LPS a egalement ete investiguee in vivo, dans le modele 
murin du choc endotoxinique (Fig.7B). Des souris C57BL6 ont ete traitees par 
ingestion per os de STI 571 (150mg/Kg/12h) ou par PBS. Au decours des 24 
premieres heures du traitement, on induit un choc endotoxinique au moyen 
d'une injection intraperitoneale de LPS (1 mg. serotype 026 :B26 ;S1GMA). Les 
30 trattements par STI 571 ou PBS sont poursuivis pendant 48 heures 
suppl^mentaires. Nos resultats preliminaires pemiettent d'observer une 
reduction de la mortality dans le groupe traite par STI 571 (45% vs. 17,6%). 
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Tableau 1 



Secretion 
d'interferon y * 



Secretion de 
TNFa* 



Lyse Sp6cifique 
de K562 



Conditions de - LPS 

Culture ** 

GISTavantSTI 0% 
571 (N=14) 

GIST pendant 30%* 
STI 571 (N=31) 

Volontaires sains 11,1% 

(N=17) 



+ LPS 



16,7% 



56,7% 
11,1% 



-LPS 
0% 
21,7%* 
10% 



-LPS 
15,4% 
45,8% 
30,8% 



+ LPS 
38,5% 
62,5% 
42,9% 



* Significatif avec un intervalle de securite de 95% selon la m^thode exacte de Fisher, 
5 compart au GIST avant STI 57 1 

^ Significatif avec un intervalle de security de 95% selon la methode exacte de Fisher, 
compare aux volontaires sains 
*Seuil de positivit6 defini a 100 pg/ml 

** Les fonctions des cellules NK sont evaluees apres incubation de cellules NK CD3- 
10 /CD56+ du sang peripherique avec des cellules dendritiques immatures allogeniques en 
presence ou en 1' absence de LPS. 



Tableau 2 



Maladies progressives Maladies stabilisees ou en 

reponse 



Patients biologiquement 
sensibles au STI 571 



O 



16 



Patients biologiquement non 
sensibles au STI 571 



11 



15 

*Test exact de Fisher : p=0,042. 
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Exemple 6 : Le STI571 exerce un effet therapeutique a I'encontre des 
tumeurs GIST NK-sensibles non Ilees a une mutation constitutive dans 
5 une tyrosine kinase. 

Les tumeurs GIST sent les neoplasmes mesenchymateux les plus communs du 
tractus gastro-intestinal. Les mutations somatiques (apportant une fonctlon) des 
protooncogenes KIT ou PDGFA. sent pr6sentes dans 92% des GIST [B.P. 
10 Rubin et al., Cancer Res. 61,8118 (2001 ) et M.C. Heinrich, et al. Science, 299. 
708 (2003)]. Le STI571 stabilise la maladie ou induit des reponses partielles 
dans 80% des patients GIST [G.D. Demetri et al., N. Engl. J. Med. 347. 472 
(2002)]. Toutefois, certains GIST ne repondent pas in vitro au STI571 ou 
deviennent r6sistants. Des etudes longitudinales de patients atteints de GIST 
15 trait§s au STI571 ont maintenant rev6le Taugmentation. induite par therapie. de 
la production d'lFNy par les cellules NK. con-§lee a une augmentation de la 
r6ponse anti-tumorale. Ainsi. dans un essal de phase II. plusieurs des patients 
repondant de fagon significative au STI571 ne presentaient aucune mutation de 
KIT ou de PDGFRA (cf. tableau 3). En plus de son activite anti-tumorale. le 
20 STI571 agit done indirectement sur les cellules botes exprimant KIT en dehors 
de la tumeur. Plusieurs modeles de tumeurs resistantes in vitro aux effets anti- 
proliferatifs du STI571, mais sensibles in vivo ont ainsi et6 Identifies. Ainsi. le 
melanome B16F10. le lymphome RMA-S. le flbrosarcome MCA102 et le 
mesotheliome AK7 resistent au ST1571 in vitro (Fig. 8A) mais leur crolssance 
25 naturelle dans des souris C57BL6 est significativement empech§e aprds 8 jours 
de traitement oral a I'aide de STI571, a la fois pour Texpansion sous-cutanee 
des tumeurs AK7 et MCA102 (Fig. 8B). et pour I'etablissement des metastases 
B16 du poumon (Fig. 8C). Dans ce contexte, les cellules NK sont des 
m^diateurs critiques des effets anti-tumoraux du STI571. Les tumeurs 
30 refractalres aux effets anti-proliferatifs du ST1571 in vitro repondent aux 
FL+STI571 in vivo d'une maniere dependante des cellules NK. Ainsi, la 
combinaison du FL et du STI571 supprime completement la tumeur chez 100% 
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des souris (Fig. 9A). La depletion des cellules NKI.I"*" supprime Teffet 
therapeutique de FL+STI571 (Fig. 9C, D). FL+STI571 exerce un effet 
therapeutique a rencontre des tumours etablies atteignant une taille de 150±20 
mm^ (Fig. 9C). Les effets therapeutiques synergiques de FL+STI571 ont 
5 egalernent ete demontres pour le mesotheliome AK7 (Fig.QE). 



Tableau 3. Reponses Cliniques STI571 dans les tumeurs ne presentant pas de 
mutation* cibles du STI571. 


Patients 




Age (annees) 


Statut 


Site implique 


Taille de ia 
tumeur (mum) 


Duree 
des 

reponses 
(mois) 


Reponses 
cliniques 


Activite 
NK 

stimulee 


A 




50 


0 


Foie 
Estomac 


45x41 
53x62 


26* 


CR 
CR 


OUI 


B 




60 


0 


Foie 


32x33 
19x13 


24» 


PR 
PR 


OUI 


C 




48 


0 


Poiunons 


16x13 


26* 


CR 


OUI 



* les mutations cibles sont des mutations affectant dans KIT les exons 9, 11, 13, 
17 et dans PDGFRA les exons 12, 14 et 18 (6). ^ Patients toujours en vie au 
1 0 moment de revaluation. 
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1. utilisation d'un inlnibiteur des tyrosine kinases c-abi, bcr/abi, c-kit et/ou de 
la tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF, pour la preparation 
d'une composition destin§e au traltement prophylactique ou curatif des 
tumeurs NK sensibles non liees a une mutation constitutive dans une 
tyrosine kinase. 

2. Utilisation d'un inhibiteur des tyrosine kinases c-abI, bcr/abI, c-kit et/ou de 
la tyrosine kinase associee au recepteur du PDGF, pour la preparation 
d'une composition destinee au traltement prophylactique ou curatif des 
maladies inflammatoires. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le 
mammifere est un etre humain. 
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REVENDIGATIONS 



4. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 3, caract6risee en ce que 
rinhlbiteur est un compose de la famille des pyrimidines. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caracterisee en ce que I'inhibiteur est 
la 2-phenylaminopyrimidine (STI571) ou un derive ou analogue de celui- 
ci. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que I'analogue du 
STI571 est leAB 1003. 

7. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que I'inhibiteur est utilise de fagon combinee a un 
agent potentialisant. 
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8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce^quel le^it agent 
potentialisant est choisi parmi un facteur de croissance des cellules 
dendritiques et un facteur de (co-)stimulation des cellules NK- 

5 9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que ledit agent est 
choist parmi le Flt3L, le GM-CSF, le ProGP-4 et leurs derives ou 
analogues. 

10. Utilisation selon Tune des revendications 7 a 9, caracterisee en ce que 
10 ledit agent est utilise de fagon simultanee ou differee dans le temps par 

rapport a Tinhibiteur. 

11. Composition caracterisee en ce qu'elle comprend un inhibiteur des 
tyrosine kinases c-abi, bcr/abi, c-kit et/ou de la tyrosine kinase associee 

15 au recepteur du PDGF et un agent potentialisant. 

12. Composition selon la revendication 11, comprenant du STI571 ou du 
AB1003 et un facteur de croissance des cellules dendritiques ou un 
facteur de (co-)stimulation des cellules NK. 



20 



13. Composition comprenant des cellules dendritiques traitees par un 
inhibiteur des tyrosine kinases c-abi, bcr/abI, c-kit et/ou de la tyrosine 
kinase associee au recepteur du PDGF. 



25 



14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce que les 
cellules dendritiques sent immatures. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
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International application No. 

ISRFR 03/02744 



This International Searching Authority found multiple (groups of) inventions 
in this international application, as follows: 

1. claims: 3-12 (partially), 1 (in full) 

Use of an inhibitor of tyrosine kinases c-abl, brc/abl, c-kit and/or 
PDGF receptor-associated tyrosine kinase alone or in a mixture with a 
potentiating agent for preparing a composition for treating or 
preventing NK-sensitive tumours not linked to a constitutive mutation 
in a tyrosine kinase. 

2. claims: 3-12 (partially), 2 (in full) 

Use of an inhibitor of tyrosine kinases c-abl, brc/abl, c-kit and/or 
PDGF receptor-associated tyrosine kinase alone or in a mixture with a 
potentiating agent for preparing a composition for treating or 
preventing inflammatory diseases. 

3. claims: 13-14 (in full) 

Composition including dendritic cells treated with an inhibitor of 
tyrosine kinases c-abl, brc/abl, c-kit and/or PDGF receptor-associated 
tyrosine kinase. 
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International application No. 



Continuation of Box 1.2 
Claim nos.: - 

The definition "potentiating agent" and the definition "NK-sensitive tumours 
not Hnked to a constitutive mutation in a tyrosine kinase" are unclear and 
encompass a very wide variety of compositions. In fact, the claims contam 
so many options, variables, possible permutations and provisos, and the 
resulting lack of clarity (and/or conciseness) is so great that a meanmgtul 
search of the entire content of the claims is impossible. Therefore, the search 
has been restricted to the parts of the claims which are sufficiently supported 
and disclosed and are clear (and/or concise), that is the compositions 
including a tyrosine kinase inhibitor as mentioned in claim 1, alone or m 
combination with a dendritic cell growth factor, and the use of said 
compositions for treating tumours. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims or parts of claims 
relating to inventions in respect of which no international search report has 
been established need not be the subject of an international prelimina^ 
examination (PCT Rule 66.1(e)). The apphcant is advised tiiat the EPO 
policy when acting as an International Preliminary Examining Authonty is 
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not 
been searched. This is the case irrespective of whether or not the claims are 
amended following receipt of the search report or dunng any Chapter 11 
procedure. In the event of the application being pursued m the regional 
- phase before the EPO, the applicant is reminded that a search ^ould be 
-carried^ut during the examination procedurerbefore-the BPO (^e bPU 
Guideline C-VI, 8.5), with the proviso that the problems that led to the 
statement under PCT Article 17(2) are resolved. 
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piSsXfcfriSpef d-? in?!^^^^ dans la den«nde internationale, 
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(compl etementj 



utilisation d' un inhibiteur des tyrosine kinases c-abl. 
hrc/Ibl c-kit. et ou de la tyrosine kinase associee au 
rileoteur du PD6F, (seul ou melangee avec en outre agen 
^o^oK? alisanO . pour la preparation d* une composTtioo >vm 
?f ??anlien?prSif oS cGratif des tumeurs NK sens. bias 
non lieS a une mutation constitutive dans une tyrosine 
kinase. 



lour 



2 revendi cations: revendi cati ons : 3-12 (parti ell ement) . 2 

(coitipliteraent) 

iiHlisation d' un inhibiteur des tyrosine kinases c-abl , 
K;r/-hl ?"kit et ou de la tyrosine kinase associee au 
JSeoteur du PDGF, (seul ou felangee avec un outre agent 

poSi?a1isan?). POur la P^^P^'^f J' P"*"" 
le traitement preventif ou curatif des maladies 

inflamnatoires. 

3. revendi cati ons: revendi cati ons: 13-14 (compl element) 

composition comprenant des ^^^l^^^^^^Sf ^S;?';^,^''?!^!! 

nn inh-ihiteur des tyrosine kinases c-abl» brc/ap(, c-kix, ei 

oS de la tyrosine kinase assbci^e au rgcepteur du PDGF. 



RAPPORT pE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale 

PCT/FR 03/02744 



Cadre I Observations - lorsqu'jJ a 6te estime que certaines revendlca lions ne pouvalent pas faire Toblet d^^une recherche 
(sulteidu point 1 de la premiere feuilie) . ■ ' 
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2, I ^ [ Les fevendicattons n'*' 

se rapportent a des parties de la demand© internatfonale qui ne rBmpllseeoT pas sutfisammant fes conditions prescritcs oour 
qu'une recherche significaitve pujsse elre effeciuee. en particulier; ^ 

voir FEUILLE ANNEXEE PCT/ISA/210 



3, I . { Lea revB nd ications n °^ 

sont des revendications dependantes ei ne sent pas redig^es conform^ment bvx dispositions de la dauxieme etde la 
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L'admmfstration chaigee de la recherche intemattonale a Crouv^ plusieurs inv/entfons dans la demande Intematkmalep d savofr: 
voir feuille suppl ementai re 



1. I I Comme touies tes taxes atfdUionnelies ont ete payees dans les delais par le ddposent, le present rapport de recherche 
' — ' intematlonate porta sur touies les revendications pouvantfaire robjet dVioe recherche. 

Comme toutes les ^eche'C^es partant sur les revendlcatfons qui sy pretaient ont pu etre effectu^es eana effort p^itlculiar 
JuetiTant une taxe addltlonnelle, radmlnlstration aoHlcite le palement d'aucune taxe da cette nature. 



a I Comme una partie seulement des taxes additionnellea demandees a ete paySe dans ies ddlals per ie dgposarit, le present 
*— ' rapport de racheFeha intemationale ne porte que sur les revendbatlorts pour lesquelles lea taxes ont Me payees^ d &&Joir 
les revendlcatfons n 



4. Y AucMne ta«e addlrlonrtelie deitiendSe n'a #t«§ payee dan© les d^laie pari© d^posant. En consequence, le Dr6«eni rsDoon 

- *-^^"dOT^^hGrch© internatlonale iie ponie qi^-suf I'inven^ menlionn(&e en pmrnTer1ieu~dan6'fes reVendlceUbrts'^ne sef 

cDUverte par les revendications n ^ : ' 

3-12 (parti ell ement) ^ 1 (completement) 



Remarque quant ^ la reserve 



I I addlHonnelles 6taient accompaQneas d'une resen/© de la part du dfiposant 

I { l-e palement des taxes additionnellas n'6teit assorU d^ucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1-2 
Revendi cations nos»: 



La definitipn "agent potential isant" et la definition "tumeurs NK 
sensibles non liee a une niutation constitutive dans une tyrosine kinase" 
ne sont pas clai res et ont trait a unetres grande variete de 
compositions. En fait^ les revendi cations contlennent tant d* options, de 
variables, de permutations possibles et de conditions que le manque de 
clarte (et/ou de concision) qui s*en suit est d' une* importance telle 
qu'une recherche significative de I'objet des revendi cations devient 
impossible. Par consequent 5 la recherche a ete effectuee pour les 
parties de la demande qui apparaissent etre claires (et/ou concises), 
c'est S dire les compositions comprenant un inhiblteur des tyrosine 
kinases mentionne dans la revendi cati on 1, seul ou combine a un facteur 
de croissance des cellules* dendri tiques,, et Tutilisatlon de ces 
compositions pour le traitement des tumeurs. 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendi cations 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n*a 
ete §tabli ne peuvent faire obligatoirement Tobjet d'un rapport 
prSliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le deposant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par 1 'OEB agissant en qualite d' administration 
chargee de I'examen pr§liminaire international est, normalement, de ne 
pas proceder a un examen preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait 
I'objet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, independamment 
du fait que les revendi cations aient ou n'aient pas ete modifiees, solt • 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapitre I I. Si la demande devait §tre poursuivie dans 
la phase regional e devant VOEB, il est rappelS au deposant qu^une 
recherche pourrait §tre effectu§e durant la procedure d'examen devant 
VOEB (voir Directive OEB C-VI, a condition que les problemes ayant 

conduit a la declaration conformement a 1 'Article 17(2) PCT aient ete 
resol us. 
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